ヒトサイトメガロウイルス特異IgM抗体の酵素結合免疫吸着剤検定法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)による検出とその臨床的検査への適用性 by 朝本 明弘
634 金沢大学十全医学会雑誌 第94巻 第 4 号 634－652 く19851
ヒトサイトメ ガ ロ ウイ ル ス特異 IgM 抗体 の酵素結合免疫
吸着剤検定法くe n zym e－1inked im mun o s o rbe nt a s say，
ELISAl に よる検出とその 臨床的検査 へ の適用性
金沢大学がん研究所 ウイ ル ス 部 く主任 こ 波 田野 基 一 鍬 酎
朝 本 明 弘
く昭和60年 6 月 3 日受付I
妊婦 に お け る ヒ トサ イ トメ ガ ロ ウイ ル ス 抽u m a n cytom egalo vir u s， H C M Vl感染の 問題 を研究す
る た め に ， マ イ ク ロ プ レ ー ト を用 い た 酵素結合免疫吸着剤検定法くe n zym e－1inkedim muno sorbent ass ay，
ELISAlの 適用性 に つ い て検討 した ． E LIS A法 は， 被検血 清， H C M V感染細胞よ り調整し た核抗凰 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ標識抗 ヒ トイ ム ノ ブロ ブ リ ン Gくim m unoglobulin G，IgGl ま た はIgM ヤギ血清，
そ して 基質 を順次反応さ せ た． 最初に ， 1 ニ10 希釈で の
一 点測定に お け る E u S A値 の検討， 反応温度お
よび 時間， H C M V抗原 お よび 酵素標識抗血清の 濃度な どの至 適条件 を検討 した ． 次 に ， 薦糖密度勾配超遠
心法 に よ る分画血清 お よぴ プ ロ テ ェ イ ン A 処理 血清 を用 い た成績 か ら， H C M V特異IgG お よ びIgM 抗
体測定 に お け る E u S Aの 特 異性が証明され た． リ ュ ウ マ チ 因子 くrheu m atoidfa cto r，R Fl に よ る非特異
反応 に つ い て は， 赤血球凝集試験 に よ り妊婦血清の R Fの 有無 をチ ェ ッ ク し， 陰性 を確認 した ． こ れら の基
礎的検討 の 乳 妊婦 226名 の シ リ ー ズ血 清， お よ び非妊婦 38名の 対照血清く合計725検附 に つ い て，
一
点希釈血 清で の E LIS A－IgG， －IgM 抗体 を測定 し， さ ら に補体結合試験 くc o mplem e nt fix atio nte st， C F
te stl あ るい は螢光抗体法 くim m u n oflu o re s c en c ete st，IFte stl と比較検討 し た． C F抗体陰性 の 75検体
中5．3％に ELIS A－1gG抗体陽性が み ら れ たが ， E LIS A－IgG 抗体陰性検体 はす べ て CF 抗体 も陰性であ っ
た ． これ は C F法よ り も E LIS Aの 方が 感度 の高い こ と を示 して い る． また ， ELIS A－IgM 抗体陽性率は，
非妊婦38名中の 29．0％に 対 し， 妊 婦で は 226名中45．1％ に 達 し た ． こ の 妊 婦 に お け る予 想 以上 に 高い
IgM 抗体陽性率は， 成人で は通乳 休止状掛 こある H CM V感染の 妊娠中に お け る再活性化 の頻度の 増加
を示 す も の と 考え られ る ． 今回 の 研究中に ， 妊娠初期の H C M V単核症の 症例 に遭遇 した ． こ の症例では，
H C M V．IgM 抗体 は妊娠 6過 で ピ ー ク に 達 し， E LIS Aで は妊 娠 25過 ま で IgM 抗体が検出 で き たが ， 螢光
抗体間接法で は妊娠 10過で検出不能に な っ た ． この 母親 か ら生れ た 児に は， 臨床的に BCM V感染症 の徴
候 は み られ て い な い が ， 少な く とも 学童期ま で は中枢神経系障害に つ い て の 経過観察が必要と 思 われる．
以上 の結果よ り， 今回用 い た E LIS Aに よ る H C M V－IgM 抗体測定は， 妊娠中の H C M V感染の ス ク リ
ー ニ
ン グ の 一 方法と して 十分利用 で き る と考 え られ る．
Key w ords hu m an cytom egaloviru s， E LIS A， IgM antibody， r e a Ctiv a
tion，
pr egn a n Cy．
先天 性 ヒ トサイ ト メ ガ ロ ウイ ル ス くhu m a n cyto． 中枢神経系障害 の 重要 な原因の
一 つ と考 え ら れて い
m egaloviru s， H C M Vl 感染症は， こ こ 10数年来の研 る． 本邦の 妊娠可能年齢婦人 に お け る H C
M V抗体保
究に よれ ば， 全出生児の 0．2句 2．2％
1一に発 生し， 先天性 有率 は， 欧米の 30旬 40％ に 対し， 札幌で 94％
2I
， 仙台
A bbr eviatio ns こA CIF， a nti－C Om ple m e nt im m u n oflu o r es ce n c eニ B S A， bo vin e seru
m
albuminI C B B， C a rbon ate bic a rbo n ate bufferi C F， C O mplem entfixation3CID， CytO
m egalic
in clusion dis e asei CP E， CytOpathic effecti E LIS A， e nZym e
－1inked im m u n os orbe nt as ayこ
FIT C
，
flu ores ce ntisothio cya n ateニ H C M V， hu m a n cyto m egalovir us3 H E L， hu m an e mbry
o．
E LIS Aに よ る サ イ トメ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定
で95％釘 と明らか に 高 い ． その た め， 妊娠中に H C M V
研感染の お こ る頻度は
一 般 に 低い と考 え られ， ECM V
の子宮内胎児感染に 関す る検索 は， 少数の 研究機関に
限られて い た ． し か し， H C M V は生体内 に お い て
一 般
に潜伏持続感染様式を と り， 生 体例の 状況くた と えば ，
妊娠， 免疫抑制剤や副腎皮質ホ ル モ ン の 便f別 に よ り
再活性化 さ れ る と 近年考 え ら れ て い る 刷 ．
一 方 ，
E C MV 抗体保有者 に お い て も上 述の 再活性化 に よ る
子宮内感染惹起 の 可能性が あ り隼 本邦 に お い て も に
わか に 注目さ れる と こ ろと な っ た ．
従丸 E C M V感染症 の 診断は， ウイ ル ス 分離 お よ び
その抗体の 血 清学的検査に よ っ て な され て き た． こ の
H C M V抗体 の ス ク リ ー ニ ン グ と し て は通常， 補体 結
合試験 くc o mple m e ntfix atio nte st， C Fte stl が 頻用
されてい る ． さ ら に ， HCM V特異イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G
くim m unoglobulin G， IgGl お よ びイ ム ノ ブ ロ ブリ
ン M けgMJ の 検索に は， 螢光抗体法， ラ ジオイ ム ノ
アッ セイ くradioim m u n o a ss ay， RIAI， 薦糖密度勾配
局遠心法に よ る分画血清の C F活性 を測定 す る方法，
あるい は免疫グ ロ ブ リ ン の 分離に プ ロ テ ェ イ ン A や
2－メ ルカ プ トエ タ ノ ー ル を用 い る方法な どが 用 い ら れ
る7I． しか し， こ れ らの 方法 は， 大量の 検体 を処理 す る
日常の 臨床的検査 に 用 い る に は 繁雑過 ぎ る難点が あ
，ナ
一 九 酵素抗体染色法 と RエAの 原 理 を応用 し た酵素
結合免疫吸着剤検定法 くe n zym e－1inked im m u n o－
SOrbe ntas say， E LISA，は， Volerら8Iに よ っ て ， 様々
な感染症の 病原 体の 抗体 レ ベ ル を評価分析す る方法と
して 開発され た． こ の E LIS A は， 諸抗体検索で高感度
と特異性とい う利点 に 加え て， 操作が 簡便 で マ ス ． ス
クリ ー ニ ン グに 用 い う る と い う特徴が あ る． そ の ため，
近年各種ウイ ル ス 感染症 の ス ク リ ー ニ ン グ の 手段と し
て， ウイ ル ス 特異 王gG 抗体 の 検出に さ か ん に 利用 さ れ
つ つ ある
．
しか し， 王gM 特異抗体の 検出に は， リ ュ ウ
マ チ因子 くrhe u m atoid fa cto r， R Fl の 影響 な ど非特
異反応が起き 易い とい う 問題が あ り， 現在 ， 種々 の 段
階で検討 が加えら れて い る
．
著者らは， こ こ数年来， 妊 娠 中の H C M V潜伏持続感
染の再活性化 を H C M V特異抗体検索の 面よ り 追究し
てきた． その 中で ， 本研究 は， H C M V特異 IgM 抗体
検出法とし て E LIS Aの 基 礎的検討 をお こ な い ， さ ら
に妊娠中の H C M V特異IgG お よ びIgM 抗体 の 変動
を本法に よ り観察 して ， H C M V潜伏持続感染の 妊 娠
nic lu ng iIgG， im m u n oglobulin Gニ工IF，
635
中に お ける再活性化の有無を み た． その 間， た また ま
妊 娠初期 に 肝炎 を伴 っ た HC M V単核症 の 症 例 に 遭遇
した． これ は， 母 児の 分娩出産前後の 経過と E L工SA に
よ る H C M V抗体価 の 推移 を関連させ つ つ 長期に わ た
り追跡 しえ た稀な 1例 で ，E LIS Aに よ る ウイ ル ス 抗体
価測定が実用的に 有用 で あ る こ と を実証 し えた例で あ




19 飢年3 月 か ら1982年3月ま で の 間に 石 川 県立中
央病院産婦人科で分娩 した 妊婦の う ち， 226名 を 無差
別に 選び ， 妊 娠初軌 中期， 後期 の 各三 半期 に 採血 し
た678検体 を シ リ ー ズ血 清と して 実験に 供 した． 妊婦
に対 する非妊婦対照血清は， 石 川 県立総合着筆専門学
校の 学生 38名よ り採血 した 38検体 を使用 した． さ ら
に ， H C M V－C F抗体陰性妊婦血清9検体も加 えて総計
725検体が検討 され た． H C M V抗体陰性血清は， C F抗
体陰性妊婦血清 を， ま た陽性血 清は， 妊娠 初期 に 肝炎
を合併 し た H C M V単核症症例 の 急性期の血 清を標準
血清と し て 用 い た．
工工
． 方 法
1 ． 血 清 E C M V抗体価の測定
上記の 対象に つ き ， H C M V－C F抗体， E LIS Aに よ る
H C M V持異IgG 及 びIgM 抗体 を下 記の 方法 で 検討
した ．
い E LIS Aく間j妾法I
il E LIS A く間接法1 の 原理 く図 い
E LISA 間接法 は， 2 つ の 反応系よ り な り た っ て い
る ． 1う第 一 次反 応 は， 抗原抗体反応 であ り， 担体くマ
イ ク ロ プ レ ー り に 固相化さ れた 抗原 に， 21 被検血
清を加 え， 測定 しよう と する血 清中の 抗体 を抗原抗体
反応で捕捉 して お く． 3 う次に こ の 抗原抗体結合物に
酵素 を標識さ せ た抗体く酵素標識抗 ヒ ト工gG ま た は抗
ヒ トIgM 抗体1 を結合させ る． 4う 第二次反 応は， 酵
素基 質反 応 で あ り， こ の 結合した 酵素標識抗体に 基 質
を加 え， 酵素活性 を発色 に よ り比 色計で 吸光度と して
測定す る． こ の 吸光度は， 上述反 応経過 か ら判る様 に ，
被検血 清中の 抗体量 に依存 した値と なる ．
iil H C M V核抗原の 調整引 く表 い
HCM V 感染細胞質内に 誘導さ れ る血清抗体 の Fc
レ セ プタ ー に よ る非特異反 応を防 ぐた め， ウイ ル ス 抗
原は， 核 を分 離 して 核抗原と し て用 い た． ル ー 瓶 に 培
indir ect im mun oflu ore sce n ceニ M A， m embr an e
a ntigenニ M EM ， minim u m esse ntial m ediu 町 m Oi， m ultiplicity of infectio ni O D， Optical
densityニ PE N A， pr ee arly nu cle ar a ntige nニ P B S， phosphate buffer ed salin ei P G G，
且 且
凸 a ntige n
肉 a nti body くte sted se r u ml
a ntibody c o nju gated wit he n zy m e
O S ubstr ate
． r e a cted pr odu ctくr e adin g at 4 0 5n ml
Fig． 1． Prin ciple of indire ct micr oplate E LIS A－
1 T he plateis c o ated with antige n．
21 Antibodyin te sted se ru misbo u ndto a ntige n o nthe plate．
31 Anti－IgG o r －IgM c o njugated with e n zym eis bo u nd to the antige n－
a ntibody c o mple x．
41 En zym e a ctivityis m e a s u red by the optic al de n sityく0．D －lofr e a ctio n
pr odu cts obtain ed thr o ugh e n zym atic re actio n of substr ate． T he
valu e s of O．D． a r edepe nd on the qu a ntities of a ntibody c o ntain ed in
te sted se r u m．
善 した胎児肺細胞 くhu m a n e mbryo nic lung c ell，
H Eu に rn Oiくm ultiplicity of infe ctionlこ 1 以 上で
H C M VくTo w n e株lを感染さ せ， 5 日間培養 した ． ト
リ プ シ ン 処理 に て 細胞 を採集 し， リ ン 酸横衝食塩水
くpho sphatebuffer eds aline， pH 7．2， P BSl に て 洗浄
後， 毎分 1，500回転 5分間遠心 した ． 沈査 は， 2 mlの
0．2％No nidet－P 40くシ ェ ル 化学， 英 国1を加 え た トリ
ス塩酸緩衝液 く0．01M NaCl， 0．0015 M MgC12， 0．01 M
Tris－H Cl， pH 7．4， retic ulo cyte sta ndard buffe r，
R S Bl に 浮遊 して， 0 句 4
0
Cで 5分間軽 く撹拝 した．
次 に ダウ ン ス 型 ホ モ ジナ イ ザ ー で 10ス トロ ー ク ， ホ モ
ジ ナイ ズ した． 毎分2，000回転 10分間遠心 した 沈査 を
核分画と し， 2 ml の RS Bに 再浮遊 して， 一 部 をギ ム ザ
染色に て 鏡検 し， 必要に 応 じて 再度 ホモ ジナイ ズ した．
さ ら に ， 毎分 2，000回転 10分間で再 び遠心洗浄 した 沈
査 を R S Bに 浮遊 させ ， 超音波処理 くT O M Y S EI K O，
未 見 m odel UR－20P， pO W e r C O ntrO1 10で 30秒間l
し たも の を ウイ ル ス 核抗原 と して－700C で凍結保存 し
た
． 対照抗原 は， 同じ ロ ッ トの 非感染 H E L細胞 よ り同
Table l． Pr epa ratio n of H CM Vn u cle a r a ntigens
H C M V－infe ctedo r n o n－ife cted H E Lc e11s
く2xlO71Ro u xbottlel
J
try psl niz atio n a nd w a shing with P B S
I
c entrifugatio nく1500rpm fo r5 minJ
J
s u spen sio nin 2 ml of O．2％ No nidet－P 40－RS B
くRS Bニ0．01M NaCl， 0．0015 M MgC12， 0．01M
Tris－H Cl， pH 7．41
in c ubatio nin ic ebath fo r5 min
J
ho rn Ogenizationin a Do u n c eho m oge niz er with lO
Str Oke s
J
c entrifugatio nく2000rpm fo rlO minJ
上
sedim e ntくn u cle a r c o mpone ntl
上
re－ Su Spe n Sio nin 2 ml of R S B
I
c e ntrifugatio nく2000rpm fo rlOminl
上
n u cle ar pe11ets s u spe n sio n
l
S O nic atio nby s o nic ato r
上
n u cle a r antigen s




toid fa ctorニ RIA， r adioim m u n o ass ay iRSB， r eticulocyte sta ndard bufferi S RID，
Single
r adial im m u n odiffu sion ．
E LIS Aに よ る サイ トメ ガ ロ ウイ ル ス 抗体測定
様の操作で作成 した■ 両抗原の蛋白量 は， Lo w ry法
川
ぉよび トネイ ン T P法く大塚 ア ッ セ イ研究所， 徳 尉 川
により測定 した． 固相化抗原濃度は， 対照 陽性血清を
用い て E LIS Aの ボ ッ ク ス カ価測定 を行 い ， 陽性 を示
す最高濃度 を1 単位と して ， 4単位く1 ニ500希釈1の
ものを使用 ウイ ル ス 抗原濃度と決定 した． 対照 抗原は，
ウィル ス抗原 と同濃度蛋白量 に調整 して 用 い た ．
iiil E LISA の手順 く表 21
操作手順 は， Vo11er ら
糾お よび 南鳴ら1 2切 方法 に 準
じた．
抗原の 固相化 こ96穴， 平底 の マ イ ク ロ プ レ ー ト
u．inbr oEI Amicr otitr atio nplate，Flo w 社， 米 副
各穴に， 炭酸重 炭酸緩衝液 くc a rbo n ate bic a rbo n ate
buffer，0．05 M，pH 9．6， C B Bl で 1 ニ50 0希釈 した ウイ
ル ス抗原， あ るい は対照抗原 を各々0．2ml加 えた． す
なわち， 横2列を ペ ア に し， 上段 に ウイ ル ス 抗原， 下
段に対照抗原 を入 れ， 4
9
Cで 一 夜吸 着させ た後， 仇05％
Tw e en20．PBS を各穴に 満た し3 回洗浄 した ． 以後の
洗浄はす べ て同様 の 方法 で お こ な っ た ． つ い で ， 各穴
に0．2mlの 10％ホ ル マ リ ン P B S を加 え， 4
0
ClO分
間で固定した． さ らに ， 3 回洗浄 した後水滴 を除い て
－ 70 でに 保存し た．
被検血 清こ血 清の 希釈は， 0．1％牛血清 ア ル ブ ミ ン
Cbovineser u m albu min ， BSAl 加0．05％Tw ee n20－
PB SくB S Aく0．1％1．Tw e en20く0．05％1－P B Slで お こ な っ
た． 一 次抗体と して， 被検血清を 1 二50 よ り 2倍階段
希釈したも の， ある い は 1二 100一 点希釈 し た も の を
用いた． プレ ー ト を3 回洗浄後， 各希釈血清 をウイ ル
ス抗原 と 対照 抗原 の 各 穴 に 0．2ml ずつ 加 え， 室 温
ほ0句 250C うで 2時間反 応さ せ た．
酵素標識抗体こ 酵素標識抗体 は， ア ル カ リホ ス フ ァ
タ ー ゼ標識抗 ヒ トIgGくy鎖特異睨 また はIgMくJL 鎖
特異軌 ヤギ血 清くSigm a社， 米国l を使用 した． 上
Table 2
． Pr o cedur es of E LIS A
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記の 一 次抗原抗体反応後， 洗浄して か ら， 二 次抗体 と
し て酵素標識抗体 を B S A－ Tw e e n20－P B Sで 1こ800
に 希釈 し， 各穴 に 0．2 ml加 え室温 で 3時間反応さ せ
た．
基質 二 基質 は， p ニ ト ロ フ ュ エ ル リ ン酸くpa r a． nitro－
phenylpho sphate， 5m gltablet， Sigm a社， 米国l を
使 用 し， 1 m glml の 濃度 で 10％ dietha n ola min e
bufferくpH 9．81に 溶解 した． 上 記の 二 次抗原抗体反応
後洗浄 し， 基質溶液を各穴 に 0．2 ml加 え， 室温で 正 確
に 45分間反応 させ た． 反応 の停止 は， 3モ ル水酸化ナ
トリ ウム 0．05皿l を各穴に 加 えた
．
吸光度の測定 二 基質 と酵素の反応停止後， すみ や か
に 発色 に よ る吸光度 くopticaldensity， O Dl の測定を
お こ な っ た ． 判定は， ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴 の
発色差 に よ る肉眼 的判定お よ び， 比 色計 に よ る吸光度
測定に よ りお こ な っ た
．
比 色計 は， Dyn ate ch 社 く米
国1， MR 580 M icr o elisa Auto Readerく405n m と
490n m の 二 波長方式う を用 い ， 波長 405n m に お け る
ウイ ル ス 抗原穴の 吸光度と対照抗原穴の 吸光度の差 を
E LIS A懐 くE LIS Av alu eナ と した ．
21 補体結合試験ぐCFII Kolm e r法1 3厄 準拠 し， マ
イ ク ロ プ レ ー トを用 い た微量法に より お こ な っ た ． C F
価 1 ニ4以 上 を陽性 と した．
3I 螢光抗体間接法くindire ctim m u n oflu o r es c e n c e
test， IIFうこ カ バ ー ス リ ヅ プ に培養 した H C M V感染
H E L細胞 を － 20
0
C アセ トン で 10分間固定した． 階段
希釈 した 一 次く被検ン血清を 37
0
C， 30分間作用後， 1 こ
40希 釈 の 螢光 色 素 くflu o r es c ent isothio cya n ate，
FI T Cl 標識抗ヒ トIgG あ るい はIgM ヤギ血清くC P L
社， 米国1を 370C， 30分間反 応さ せ た． なお ， HC M V
膜抗原 くm e mbra n e a ntige n， M Aン叫 に対す る抗体の
検出に は未固定細胞 を用 い た．





21 A dditio n of O－2 mlofte sted se r adiluted with B S Aく0．1％ト Tw e en20く0．05％ト P B S
in c ubatio nfor2 hr at ro o mte mpe ratu r eく20山25OCI
3J Additio n of O．2 miof en zym elabeled a ntibodyin B S A－Tw ee n20．P B S
inc ubatio nfor3 hr at r o o mte mpe ratu r e
4I En zym e re a ctio n




51 Re ad ing of O．D． by Dyn atech， M R580 Micr o elis aAuto Re ade r
E LIS Av alu eニく0．D． of vir us a ntige nトtO．D． ofc ontrol a ntige nJ
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fluores c e ncete st， A CIFlこ H C M V特異的前初期核抗
原 くpre－ e a rly n u cle a r a ntigen ， P E N Al用 に 対す る 抗
体 の 測定 に 用 い た ． カ バ ー ス リ ッ プ に 培養 し た H E L
細胞 に H C M V を感染さ せ， 3時間後に メ タ ノ ー ル と
ア セ ト ン く1 二1コ 混 合液 で 5分間固定 した ． 被検血
清， ヒ ト補体くH C M V－C F価 く 1ニ4 の妊婦血 清l， FI T C
標識抗 ヒ ト C3ヤ ギ血清 くC P L社， 米 国う の 順 に 各々
37
0
C， 45分間反応させ た後， 鏡検 した ．
2 ． 血清中の工gG，IgM 分画分離と定量
1一 斉精密度勾配超遠心 法 に よ る分離こS W 50．1
ロ ー タ ー を用 い 蕉糖 55旬 12％くWノVIの 密度勾配で毎
分 35，000 回転16時間遠心 に よ り各分画に 分離 した．
19S お よ び 7 Sの マ ー カ ー と し て は ， 市 販 溶血 素
く1 こ101 をの せ たチ ュ ー ブ を同時 に 遠心 して決定 し
た ．
21血清の プ ロ テ ェ イ ン A に よる処理 ニ プ ロ チ ェ イ
ン Aく商品名ア ブ ソ ー プ G， 化学及 血清療法研究所， 熊
本フの 10％浮遊液 に P B Sを加 え毎分 3，000 回転30分
間遠心 し上 溝 を捨て た ． 10倍希釈被検血清0．3 ml を
プ ロ チ ェ イ ン A 沈査 に加 え混 合 し， 室温く15旬 30
0
Cl
で 振塗 しなが ら 1時間放置 した． 毎 分3，000 回転 30 分
間遠心 し た の ち の 上 清 を1gG 吸収後の 被検血 清と し
て用 い た．
3ン 血清IgG， 工gM の 定量 ニ パ ル チ ゲ ン ト キ ス ト
ジ ャ パ ン， 東 河 を 用 い た 一 次 元 放 射免疫拡散法
くsingle r adial im m u n odiffu sion， S RI Dl に よ りお こ
な っ た ．
3 ． H C M V分離
流産胎児く3 ケ月うホ モ ジ ネ ー トお よ び ミ リポ ア フ ィ
ル タ ー く450メJmう に て 濾過 した患者被検尿 を H E L細
胞 に 370C l 時間吸 着 さ せ ， 5％牛胎仔 血清加 Eagle
M E Mくminim u m ess entialm ediu ml に て 培養 した．
そ の 後， 約 2週間間隔で継代 しな が ら細胞変性効果
くcytopathic effe ct， CP El の 出現 を5 へ 6週間に わ
た り観察 した ． C P Eの 出現 した細胞 を既知 H C M V抗
体陽性血清 を用 い た螢光抗体法に て 確認 を計 っ た ．
4 ． リ ュ ウ マ チ因子 くR Fl の 測定
本研究 に 用 い た 全妊婦 血 清の R Fの 有無 を市販 の
RA 赤 血 球 凝 集 試 験 くrhe u m atoid a rthritis
he m ag glutin atio nte st， R A H A， 寓士 レ ビオ ， 東京1
に よ り測定 した ．
5 ． 推計学的検索は ， 回帰分析， Stude nt の tテ ス ト
を用い ， 危険率5％以 下を有意差と して判定 した．
成 績
王 ． E LIS Aく間接法つ 至適条件 の 基礎的検討
1 ． H C M V抗原 およ び 標識抗体至適濃度
抗原 至 適濃度 と し て は， 抗原 ま た は 抗体各希釈の
ボ ッ ク ス カ価試験 を E LIS Aで 行 っ て ， 陽性限界の最
高希釈 を 1 単位と して ， その 4単 位く1 ニ500希釈さを
用 い る こ と と し た． こ の 4 単位の B C M V抗原至適濃
度に 対 し， ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ標識抗体濃度は，
1二200か ら 1 ニ3，20 ま で の 2 倍階段希釈の 各濃度
で検討 をお こ な い ． 1 こ800希釈が 至 過渡度と決定さ
れ た
．
2 ． 反 応温 度と反 応時間
各抗原抗体反応 を 37
Q
C， 1 時間， 室温 く20へ 250C1
2時間お よ び 3 日引乳 4
0
C 一 夜の 各条件で 検討した．
その 結果， 37て二 ， 1時間で は， 全般に反応が強く， 反応む
らや 穴 に よ る バ ラ ツ キが み られ ， 4
0
C 一 夜で は全般に
反 応が 弱く低 い値 を示 した ． しか しな が ら ， 室温では
安定 した反 応が 得られ たの で ， 一 次抗体 は室温 2時乱
二 次抗体は室温 3時間 を至 適反 応時間と した． また，
基質の 反応時間は余り短い と反 応に バ ラ ツ キが み られ
たた め， 45分間正確 に 測 っ た ．
3 ． E LIS A値 の 陽性終末点の 検討 く図2 1
H C M V－1gM 抗体陽性血清 49検体 に つ い て， 2倍階
段希釈 で の E LIS Aの 肉日艮的判定 に よる 抗体価 く希釈
濃度l と その 各陽性終末点の 吸光度くE LIS A値l をプ
ロ ッ ト した も の が 図2 で ある ． 各被検血清の最終希釈
濃度 と関係 なく ， 陽性終末点希釈の E LIS A値は 一 定
の 範 囲 に 分布 し て い た． 即 ち ， 陽性終末点希釈の
E LIS A値 は， 平均値く又1 0．187， 標準偏差くS D10．O38
を示 し た． 以 上 よ り， 本研究の 実験 条件下 で は偽陽性
の 混 乱 を さ け る た め， E LIS A値 0．3 はお よ そ又十
3S Dl 以 上 を E LIS A陽性く＋l と すれ ば陽性の 判定に
E L IS A－19M v ■lu e of dilutlld 鷺■r ■
po sitiv e E LI S A－1gM tjt即 by2－ fold dilut－O n 爪 etho d
Fig． 2． E LISA－IgM v alu es of se ru m s a mplesdilut
l
ed to po sitiv eendpointsfo rH C M V
－E LISA－
H igherE LIS A－IgM v alu e stha nthe m ea n v alue
く又 こ 0．187， plu sthr eetim ee－ V alu es of sta ndard
de viatio n sく3 S Dニ 0．114， X ＋3S D二 0．301 are
c o n sidered to be signific antly po sitiv eby t
he
pre s ent2－fold dilution method．
E LIS Aに よ るサ イ トメ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定
大きな誤りは な い と考 えら れ た． ま た， E LIS A値の 程
度を表わ すた め に， ELIS A値0．25くお お よ そ 又＋2SD
ラ以下を陰性 卜1 ， 0．25
へ 0．3 を弱陽性 く士う， 0．5 以
上を強陽性 いり と設 定し た． H C M V－IgG 抗体の 判定
基準も同様に 設定した ．
4 ． E LISA の 特異性
1 I蕉精密度勾配超遠心法 に よ る検討 く図 3ン
妊娠初期の H C M V単核症症例 の 急性期血清 を薦糖
密度勾配超遠心法 に よ っ て 19分画に 分離 した ． 各分画
血清に つ い て， H C M V－C F抗体く図3， 上 段l， E LIS A
による H C M V特異 IgG 抗体 お よ びIgM 抗体 仁図3，
中段コ， SRI D法に よ る IgG， IgM ，IgA の 定量 く図3，
1 5 10 15
fra ctio n N O．
Fig．3－ Ex a min atio n of H C M V－a ntibody positiv e
Seru mby tr e atm ent with su cr o s egr adie nt ultra．
Ce ntrifugatio n．
up pe r， C Ftiter sくロ ー 叫 in fr a ctio n ated s er ai
middle， HC M V－IgGく． 一砂1a nd H C M V－IgM くA
－ Aナtite rsby E LIS A inthe s a me fr a ctionated
lo w er， C O n Ce ntr ation ofs er u mIgGく0 －OJ，IgM
仏 － AJ a nd IgA くX q X Hっy S RI D in the s a m e
fractio n ateds e ra．
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下段沌 測定し た． E LIS Aに よ る HCM V特異IgG 抗
体 ほLI S A－IgGl お よ び H C M V特 異IgM 抗体
ほLIS A－IgMl は それ ぞ れ， 7S，19Sに ほ ぼ 一 致 して
ピ ー ク を示 し， こ れ ら は 短G， 工gM の 定量曲線 とも お
お む ね 一 致 した ． CF 活性 は， 主 に 工gG 分画に ピ ー ク を
示 した が， 1gM 分画 に も それ相当の 分布を して い た．
21 プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よ る検討 く図41
ヒ ト1gG 吸 収試薬 で あ る プ ロ チ ェ イ ン A を 用い
て， 吸収操作前後の E LIS A－IgM 抗体価の変動 を検討
した． 即 ち， H C M V単核症症例の経過中， 経時的に 得
た血 清の H C MV－C F抗体価お よ び プ ロ チ ェ イ ン A 無
処理 お よ び処理 後 の ELIS A－1gG，－IgM 抗体価 の 変化
をみ た．
図 4 に示 す ごと く， E LIS A－IgG 抗体価は， プロ チ ェ
イ ン A 処理 に よ り す べ て 陰 性 と な っ た
． し か し，
E LISA－1gM 抗体価は， プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よ っ て
抗体価 の 2 へ 4 倍 の 低 下 を み た が ， 無処理 E LIS A．
工gM 抗体価 と ほぼ 平行 した推移 を示 した
．
5 － 一 点測定法 に よ る E L工S A値 く図5う
E LIS A．IgM 法 で陽性 を示 す 各血 清 の 最高希釈度
ほLIS A－IgM 抗体価っと各血清の 1 ニ100単 一 希釈 で
の E LIS A－IgM 値との 間の 回 帰分 析に よ る関係を検討
した． 即 ち， 58の 血 清を選び， それ ぞれ 1 こ50よ り 2
倍階段希釈液 を調整 し， それ ら に つ き E u S A－IgM 抗
体価の 測定 をお こ な っ た ． こ の 測定で ， E LIS A債 主0．3
を示 した それ ぞ れ の 血清の 最高希釈度を求め ， それ を
HCM V－E u S A－IgM 抗体価と した ． こ の よう に して 求
めら れ た抗体価の 常用 対数くXl， くX ニ log．0く抗体価肌
と各血 清 を 1 こ100に 希 釈 し て 一 点 測 定 を 行 っ た
E L工S A値 くYl と の 間に は， Y ニ 0．6013 X－ 0．7627，
相関係数 rニ 0．945くpく0．01，n ニ 師 の 直線関係が成立
して い た ． こ の こ とは ， 本実験条件の 正 当性 を物語 っ
て い る と思 わ れ る．
I工
． E IJ工S Aに よ る 妊 娠 中の H C M V抗体測定 の 臨
床的意義
上記の H C M V－E LIS Aの 基礎的検討成績 に 基 づ き，
次 に 妊婦 226名の 妊娠三 半期の シ リ ー ズ血 清， 非妊婦
対照血 清 38検体， C F陰性妊婦血 清9検体， 計 725検
体の 検索 を行 っ た ． こ れら ， HC M V．C F抗体， お よ び
1 二 100一 点希 釈 血 清測定 に よ る H C M V－E u S A－
1gG，一王gM 値 に つ き， 以 下の 結果を得た．
1 ． 妊婦 226名 の R F は， 日常臨床検査 で用 い られ
て い る R A 壬1 A法に よ り検査 した結果， 全1札 陰性くく
1 ニ40ン であ っ た
．
2 ■ ELIS A－IgG 値陰性検体 は， す べ て C F抗体も陰
性 で あ っ た
． 全検体中， C F抗体陰性くく 1 こ 4うの 75
検体を検索 した と こ ろ， 4検体く5．3％Jが E u S A－IgG
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Fig． 4． Effe ct ofse rum tre atrn ent
With Pr otein A o n E LISA－IgG a nd Eu S A
．IgM tite r of patient
，
s
se rawith H C M Vm o n o n u cle o sisin pr egn a
n cy．
x － X ， C Ftiter sニ 0
－ 0
，
E LIS A－IgG titer sくPr otein A u ntr e ated，ニ
0 －－0， E LIS A－IgG titers
くProtein A treatedli A
－ A ， E LIS A－IgM tite rsくProtein A u ntreatedlニ
A－－ A ， E u S A．IgM titers
くProtein A tr e atedl
E LIS Av a山 e ofく1ニ1 0 01s e r a
p o sitiv e E L －S A tite r by 2
－ fot d ditutio n m ethod
Fig． 5． Relatio n ship bet
w e e nE LIS Av alu e s of diluted s er aく1こ100， a nd po sitiv eE L
IS A
tite rs of the s a m ese r adete r min ed by 2
－fold dilutio n method fo r H C M V
－E LIS A
sera with a n E LIS Atite r ofく1 I50ar e a rb
itr a rily a s sign edto be atite r ofl
ニ25． Ea ch
ser agr o up with E LIS Apo sitiv etite rく1二25
r
v lこ3200， r epre s ents the m e a n土Sta ndard
de viatio n ofE LIS Av alu e satlこ100 dilut o n ofr e sp
e ctiv e s er a■ T he regre ssio n equ atio n
is Y ニ 0．6013 X－0．7627andthe c o efficie nt ofc o r relatio nis r
ニ 0．945くPく0－01， n ニ 501， Where
X ニlogくE LIS Atiterla nd Y
ニ E LISA v alu e－
E LIS Aに よ る サイ トメ ガ ロ ウイ ル ス 抗体測定
Table 3． Frequ e n cy ofpo sitiv e a ntibodies of H C M V－IgG， ．IgM by E uSA a ndtho s eby C F
inpregn a nt and n o n－pr egn a nt W O m en
n onpregnant く38 do n o rsy
C Fa ntibody E LIS A一工gG E LIS A－IgM
n egativ e 6く15．8％1 5 く13．0％コ 27く71．0％I
po sitiv e
．
32く84．2％I 33 く87．0％コ 11く29．0％1
pregn ant く226 do n or sI
C Fa ntibody E LIS A－IgG E LIS A－IgM
n egativ e 22く9．7％1 19く8．4％コ 1 24 く54．9％1





po sitiv ei C Ftiter羞1こ4， E LIS Av alu e之0．3
榊 Pく0．1 v s n o npregn ant pO Sitiv e
値陽性であ っ た ． C F抗体価 と E LIS A－工gG 値 の間に は
相関はみ られ なか っ た ．
3 ． H C M V抗体保有率 く表 31
非妊婦38名の C F抗体陽性率は， 84 ．2％く32ノ381，
ELIS A．IgG値陽性率は ， 87．0％く331381で あ っ た ． こ
れに対し， 妊 婦226名 の 抗体保有率は， C F抗体で は，
90．3％く2041226l， E LIS A－IgG値で は， 91．6％く207JI
226けあり， C F抗体お よ び E LISA－IgG 値 と もに 妊婦
にやや高い 値を示 した が有意で は なか っ た ． こ れ に 対
して， E LIS A－IgM 値陽性率 は， 非妊 婦29．0％く11J
，
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である のに ， 妊婦 では 45．1％く102ノ226つと妊 婦の 陽性
率が約1．5倍高値くpく0，い を示 した が有意差 はな か っ
た ． また，妊 婦の 妊娠 三 半期の 各期別の E LIS A－IgM 値
陽性率を み る と， 妊 娠 初期35．8％ く81ノ226う， 中期
35．4％く80ノ22郎 ， 後期42．0％く95ノ226う と後期に やや
高い陽性率 を示 し たが有意で は なか っ た ．
4 ． 妊娠中の 初感染例 く表41
妊婦226名の う ち， H C M V初感染例 は， 後 に 症例 と
して紹介する妊娠初期の 肝炎を伴 っ た単核症 の 1例 と
症例 No．52 の計 2例で あ っ た ． 今回 の 検索 に お け る初
感染の 頻度は， 0．9％く2ノ2261で あ り， C F抗体か ら み
た陽転率は9．1％ く2ノ22くC F抗体陰性 22例う1 で あ っ
た
．
No．52の 症 例は， 妊娠後期に C F抗体価， ELIS A－
IgG値， E LIS A－IgM 憎が す べ て 陽転 を示 し た例 で あ
る
． しか し， 臨床的に は無症候 で 娩出時， お よ び生 後
1 ケ月検診時の 児 に は， 特に 先天 性 H C M V感染症の
所見は認め られ なか っ た ． た だ， そ の 後の こ の児 の予
後につし1て は追跡で き なか っ た ．
5 ． 妊娠中の C F抗体 と E LIS A－IgM 値 の 関係
妊娠中の H CM Vの 再活性化 を検討す るた め， C F抗
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Table 4． Signific a nt ris eof HC MV spe ci負c a nti．
body titer sduring pr egn a n cyin a c as e
No ． 52
1st 2nd 3rd
trim ester trim ester trim e ster
F tite r







1gM 0．1 56ト1 0．152く－1 0．690ぃり
Table 5． Patter n of cha nges of H C M V．E LIS A－IgM
V alu esin relatio nto C Ftite r cha nge s
du ring pregn a n cy
Patter n of E LISA－IgM v alu es No ． ofs a mplesr elatedto C Ftiter cha nges
ト1－－ 一 斗1 田
ト1 一 一 事く士lo rく十1 2
l十I－．．一一 く＋lo rく什ナ 6
Tw o of 17 c a s esin which C Ftiter w a s elev ated
fo u rtim e sdu ring pr egn a n cybec a m epo sitiv e als o
O nE LISA－IgM v alu e．
体価の 動き と それ に 対応す る E LIS A－IgM 債の変化 を
み た く表5I． 初感染例以外に C F抗体価が 8倍以 上 上
昇し た例 は な か っ た が， C F抗体価 4 倍上 昇例 は 22 6
例中 17例く7．5％lあ り， こ れ ら はい ずれ も E LIS AqIgG
値 陽性 で あ っ た ． 17例 の C F抗体価 上 昇 に 対 す る
E LIS A－IgM 値 の 動き をみ ると， E LIS A－IgM 億が 陰性
不変例H－トバ ー H 9例， 陽転し たも のくトン1 く士I
あ るい は く十 H 2例， 上 昇をみ た もの くく十J一 く十つ
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あ る い は 川 H 6例 であ っ た ．
次に ， 前項目 と逆の 関係即 ち， E L IS A．IgM 値 の 動き
に 対す る C F抗体価の変化 を検討 したく表 61． 妊娠 中
に ， E LIS A－王gM 値が 陽転くト トく＋ H し たの は 31例
く13．7％l で， い ずれ も E LIS A－IgG 値 陽性 で あ っ た ．
Table 6． Cha nge s of H C M V－CF a ntibody tite rin
relation to cha nge s of E LIS A－IgM v alu es
du ring pregn a n cyくtota1 31 c a se sl
Cas eswithpositiv e change No． of cha nge of C F
Of E LIS A－IgM v alu e titer
31ノ226く13．7％1
in c r e a sed
ホ 9
n ot cha nged 17
decre a sed
キ 5
． No c a s es r e v e aledthe cha nge of C Ftite r m o re
tha nfo u rtim e s．
こ の 31例 に 対 する C F抗体価の 動 き をみ る と， 4倍以
上 の 変化せ 示 し たも の は なく ， 2倍上 昇 したもの が9
例， 2倍下降 し たも の が 5例 あ っ たが い ず れも有意の
Fig ．6． Aty pical lym pho cyte obs e rv ed in the
pe riphe ral blo od of the patient with H C MV
m o n o n u cle o si in pregn a n cyくX400I．
Table 7． Ser ologic al data ofthe patient with H C M V． m o n o n u cle o si in pr egn a n cy
R B C
be m oglobin
he m ato crit
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E LIS Aに よ るサ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定
動きで はなか っ た ． 残 り の 17例 は， C F抗体価 の 変動
を示さなか っ た．
III． HC M V 初感染と 思 わ れ る 妊 娠 初 期 の H C M V
単核症 症例 に つ い て
本研究中， 2例の H C M V初感染が み られ た． その う
ち1例は， 妊 娠初期 に H C M V単核症 を起 こ し た症 例
で，恐らく H C M V初感染と思 わ れ る が ， 分娩 をは さ ん
で母児の E C MV 抗体価 の 推移を追跡 し， 長 期 に わ た
モフ経過が観察で きた． こ の よ う な報告 は ば とん どなく ，
妊娠中の H C M V再活性化お よ び胎児感染 を考察 する
上で非常に 貴重 な 例 で あ る と と も に ， ELIS A．IgG，一
王gM 抗体の 陽性標準血清と し て も賓重 で あ っ た ．
1 ． 臨床像と経過
患者ニ26歳， 初妊 婦， 保健婦．
初診こ 昭和55 年 11月 29 日．
主訴二 無月経， 発熱， 心裔部痛お よ び咳軌
既往歴， 家族歴とも に 特記す べ き こ と はな い ．
現病歴二 昭和55年 10月 13 日 よ り 7 日間 を最終 月

































































症状 に は じ ま り， 38
D
C前後の 発 熱， 咳蠍と心裔部痛 を
訴え た． 11月 29 日来院 し， 即 日 入院と な っ た ．
現 症 こ iF均的体格 で眼 瞼結膜に 貧血 や貴痘 は認め ら
れ なか っ た ． 鎖骨上 簡リ ン パ 節は軽度に 腫脹 して い た
が， 心肺 に 異常は な く， 肝脾 は触知さ れ なか っ た
． 内
診で は， 子宮 は軽度 に 腰 大し軟で， 付属器 は触知さ れ
ず， 子 宮腹部 はリ ビ ド色を呈 し， 黄色の 帯下が 認め ら
れ た． 妊娠 6過 と診断 した．
入 院時検査成績 く表 り こ肝機能異常くG O T，128 Uニ
G P T， 115 Uニ L DH， 474 I Ul， 末梢血 中異型 リ ン パ 球
出現 く図 6 1， 血 清IgM 上昇 く370rngJdり， 寒冷凝集
反応陽性く1 ニ5121の 異常を認め ， ウイ ル ス 抗体価は ，
H C M V－C F抗体価が 1 二256 と異常高値で あ っ た ． 胸
部 X 線写真お よ び心 電図に は異常を認 めな か っ た ．
経過 こ 入院後， 38
0
C前後の 弛張熱が持続 したが ， 入
院10 日日頃 よ り咳噺，発 熱な どの 自他覚所見の 軽減と
と も に検査 デ ー タ の 改善を認め ， 約 2週間 に て 退院 し
た． 以後， 外来通院 に て経過観察した が妊娠経過は順
調で ， 昭和 56 年 7月 9 日， 妊 娠38過で 自然陣痛発来
deliv e ry
心
Y－一 一 ぺ－ 一
一 一一 一方
T 芯 二 完 こ て コ ニ ニ ニ 丁 二ニ コ
6 8 10 20 30




Fig．7． Clin c alco urs e a nd se r ol gic al data ofthe patie nt with H C M Vm ono n u cle osis
in pregn a n cy．
up per ニ 砂
州 砂
， G P Ti O hO ， G O Tニ X hX ， L D Hニ
middle二 啓一可 砂 ， H C M Vspe cific IgG a ntibody titers by E LIS Ai O NO ， H C M V
SPeCificIgM a ntibody tite rsby E LIS Ai
lo w er こ砂 一 命 ， H C M Vspecific a ntibody tite rsby C Fte sti O － 0 ， H C M Vspe cific
IgM a ntibodytiter sby indirectim m u n oflu o re sc e n c ete stく工I FJ．
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し， 同 日2680g の女児 を正 常分娩 した． 児 はア プ ガ
ー
ル ス コ ア 9点， 外表奇形は な く頭部 X線写真に も異常
は認め な か っ た ．
2 ． ウイ ル ス 学的検索と母児の 予後
い H CM V抗体 の推移 く図7う
II C M V．C F 抗体 は， 入 院時 く妊娠 6週l に 1ニ
256 と最高値 を呈 し， 以 後漸次低下 した． E LIS A－IgM
抗体 の 存在は ， 蕉糖密度勾配超遠心法に よ る分画血清
く図 3フ お よび プ ロ チ ェ イ ン A 処 理血清 く図 4ン で確
認 した． そ の 抗体価 の 推移 をみ る と， E LIS A－IgM 抗体
価は 入院時す で に 1 こ800 と ピー ク に 達し て お り以後
急速 に減少 し， 妊娠 25週ま で は検出可能で あ っ た
．
一
方 ， ELIS A lgG抗体価 も 入 院時す で に 高値 で あ っ た
が ， さ ら に 上 昇 を続 け分 娩時に は最高 く1 こ1
，
600うに
達 し， そ の 後 一 年 以上 に わた っ て その 値を持続した
．
螢光抗体法 に よる H C M V－IgM 抗体 は， 妊 娠10過頃
まで 観察 され たが 以後減弱消失 した
．
こ の 螢光抗体間
接法く工IFlに よ る H C M V－IgM 抗体の 特徴1 6，は， 核内
に 顆粒状 の螢光と して み ら れ く図 8 ， al HC M V－IgG
抗体1 711 81 く図 8 ， bう に よ るも の と は明 らか に 鑑別され
Fig． 8a． Po sitiv eH C M V
－IgM im m unoflu o re s c en c ein H C M V
．infe cted HE Lc ellsbyII FくX200J－
8b． H C M V－IgG im m unofl－u O re SC e n Cein H C M V infe cted H E Lc ell byII FくX 2001．
Fig． 9a． H CM V－IgM im m u n oflu o r es c e n c e again stm e mbra ne antige n sくM Alof H C M V
－infected H EL
CellsbyII FくX 2001．
9b． H C M V lgG im m u n oflu o re sc e n c e again st pr e e a rly n u cle a r a ntige n stP E NAl of H CM V
，
infected H E Lc ells by A CIFくX200J．
E LIS Aに よ るサ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス抗体測 定
た． さら に， 発病初期の 入院時 く発 病後3週 ま でJ の
血清中に は， H C M V特 異 的膜抗原 に 対す るIgM 抗体
個 9 ， aJお よ び A CIFに よ る HCM V特異 的前初期
核抗原 に 対す る抗体 く図 9 ， b う も検出可能 で あ っ た ．
なお， H C M V抗体以外で は， ム ン プ ス ウイ ル ス 抗体
が低値 く1 こ 8 うに 認 めら れ たが ， そ の 他の 検 索ウ イ
ル ス に対して はす べ て陰性で あ っ た く表 り ．
2さ H C M V分離の 試み と母児の 予後
児の 予後二 臍帯血検査 で は， IgG， 91Om gノdl芸IgM，
16mgldlこ G OT，40 Uニ G P T， 8 U を呈 し生後 1 週の
新生児期尿よ りの H C M V 分離は 陰性 で あ っ た ． しか
し， 生後8ケ月 の 検査 で は， H C M Vの C F抗体価 1 二
32， ELISA－IgG 抗体価 1 二1，600，IgM 抗体価 1 こ100
となり， G O T，38 Uこ G P T，13 U を呈 し， 尿 中よ りの
H C M V が分離さ れた． さ らに ， 1歳時の 尿 で も ウ イ ル
スが分離さ れた が， 昭和 59年7 月 く3歳コ現 在 で ， 精
神運動発達遅滞， 中枢神経系障害は認 め られ て し1 ない ．
母の 予 後こ 分 娩時お よ び産 裾 8 ケ 月 後 の 尿 か ら は
日C M Vは分離され な か っ た ． な お ， 妊娠 末期の 子 宮頸
管粘液か らの 日C M V分 離 は， 細菌汚染 の た め不 成功
善 に終わ っ た ． 昭 和 57 年 7月， 2度 目の 妊 娠 は， 子 宮内
胎芽死亡 の た め妊娠 3 ケ 月 で 流産 と な っ た
．
こ の とき
の尿， 子 宮頸管粘液お よ び流産 胎 芽か ら の 臼C M V分
離も陰性で あ っ た ．
考 察
1． E L王S A 至適条件の 基礎的検討 に つ い て
ウイ ル ス 感染症 の 診断は ， 通 常， ウイ ル ス 分離と異
なる時期に 採血 した ペ ア患者血 清の 抗体測定に よ っ て
い る
．
し か し， 生 体 内 で 潜伏持続感染様式 を と る
RC M V は， 再活性化の 問題 も含 め感染動態が複雑で
単 血 の 測定方法で は感染状態 を十分 に 把握 で き なし1 こ
とが多い
． 現 在， H C M V抗体の ス ク リー ニ ン グ に 用 い
られて い る C F法 は， 特異性の 高 い 検査 法 で そ の 活性
はほとん どIgG ク ラ ス に属 する と い われ て い る
． し か
し， herpes simple x viru S
1 9，お よ び HC M V酢 手 はIgM
分画に もC F活性が ある と の 報告が あ り ， 図 3 に 示 し
た H C M V単核症 の 分 画 血 清 に お け る 著 者の 成績 で
は， ピ ー ク は 1gG 分画 に ある が，IgM 分画 に もC F樹生
がみられ た． した が っ て ， C F抗体の 存在 は， 感染の 証
明にはなるが ， 初感染 や潜伏持続感染の 再 活 性化な ど
の最も近 い 過 去に お け る感染を検討す る目的 に は ， 意
寿が相当低く なら ざ る を得な い
．
そ こ で ， 最近 の 感染
キ知る必 要が ある場 合に は ，1gM 抗体の 証明 が 求め ら
れる
． 現在， H C M V，IgM 抗体の 測 定に は， 薦糖密度勾
配超遠心法 に よ る分 画血 清， あ るい は プ ロ テ ェ イ ン A
でIgG を， 2－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で IgM をそ れ ぞ
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れ吸 収ま た は不満化 した血 清 を用 い て C F活性 を測る
方法が ある71． こ れ ら の 方法に は， 血 清の 前処理 が 必 要
で ， 臨床検査室 で の 大量 の 検体処 理 に は不 向き で ある
．
また 現在の と こ ろ， 特異性 感度の 面 で 最も す ぐれ て
い る螢光抗体法 と R工Aも操作技了軌 設鳳 安全性な ど
の 点 で 大 量 の 検体 を測定す る に は問題が多い
．
そ の 点，
E LIS A は， 酵素標識法 を利用 した 免疫測定法で， 特異
性， 感度は 前述螢光抗体法や RI Aに 匹敵 し， さ ら に 操
作が 簡便 で 大量の 検体処理が 可能であ る と い う利点 を
も つ 新し い 測定法で ある． しか し， 現 在の と こ ろ， 操
作手順 や判定基準が統 一 さ れ て い な い
．
そ こ で， 本研
究で は， 妊 娠 中の H C M V抗体の 推移と潜伏持続感染
B C M Vの 再活性化 の 関係 を研究 す る 目的 で， 特 に
H C M V特異IgM 抗体の 測定方法と して E LIS A間接
法の 至適条件の 基礎的検討か ら 出発 した．
最初 に ， 標識酵素の 選 択 の 問題が あ る． E LIS A 用の
標識酵素と し て は， 叫 般 に べ ル オ キシ ダ ー ゼ， ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ， 伊 ガ ラ ク トシ ダ
ー ゼ， グ ル コ ー ス
オ キ シ ダ ー ゼな どが 用しユ られ て い る ． こ れ ら市販 され
て い る も の の 中， ペ ル オ キシ ダ ー ゼ は， ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ に 比 べ 安価 で ， 492nl mに お け る発色 は速
か に 進行 し， 1 種類の 抗 グ ロ ブ リ ン 標識抗体 を E LIS A
の 他に 光顕 的お よ び竃 顕的免疫ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ法に
も用 い 得る 利点が あ る． し か し， 反 応に 遮光を必 要と
．
し， 酵素 はア ジ化 ナ トリ ウ ム な どの 防腐剤に 弱く ， 変
異 原性が あ る と され て い る
．
こ れ に 対し， ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ は， 発 色が緩か に 進行し， 酵象 基 質，
反応産物と も に 安定で ， ア ジ化 ナ トリ ウム に も 抵抗 し
遮光の 必要も ない 2 0J． こ れ らの 条件 か ら本研究で は， 高
価で は あ る が 反 応面で の 安定性 を考慮し た 選択 に よ
り， ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を用 い た
．
つ い で ， 反 応条件の 中， 反 応温 度と 反応時間に つ い
て は種々 の 報告が あ る21ト 23，
． 著者の 種 々 の 条件検討結
果で は， 室温 でハ■－．L一 次抗体 く被検血 瀞 2時乱 二 次抗
体 く酵素標識抗僻 3時間が最も安定 した反 応を示 し
た
0
ま た， 結果 の 分散度を少く す る ため に は， 基 質の
反 応時間は 45分間正 確に 測る 必 要 もあ っ た ．
抗原の 精製 に 関 して は， 粗ウイ ル ス抗原 を用し1る と，
H C M V一感染細胞 の 細胞質内 に 誘 導さ れ る Fc レ セ プ
タ ー に起 因 する 非特異 反応 が生 じ 結果 を混 乱さ せ る ．
こ の た め 本研 究 で は， E LIS A周 抗原 は H C M V感染
8 E L細胞よ り核 を 分画し核抗原 と した． さ ら に 対照 抗
原 と の 蛋 白含量 に 善 が あ り す ぎる と誤差が 大きく な る
可 能性 があ り1 2，， 両抗原 の 蛋 白畳 も同程度に 調整 した
．
Sch mitz ら2 1 は， 市販 の H C M V抗原 と作成 し た核抗
原 を用 い て E u S A．IgM 抗体価 を測定比較 し た と こ
ろ， 核抗原 を使周 した場合に 螢光 抗体間接法 に よる 結
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果と 良い 相関を得た． 彼ら は， 非特異反応 を生 じる要
因と して リ ュ ウ マ チ 国子くR Fう， 抗核IgM 抗体， 細菌
の 混 入 を あげ ， 抗核工gM 抗体は対照抗原 を と る こ と に
よ り， ま た細菌の 混 入 に 対 して は反 応液 く緩衝液I に
ア ジ化ナ トリ ウ ム を入 れ る と 予 防 で き る と の べ て い
る
． さ ら に ， 抗原固相表面の 空白面 に 1gM 抗体が非特
異的 に 吸着す る の を防 ぐた め， 牛血 清で 園相面を前処
理 す る必 要が あり， ま た被検血 清の IgM 濃度が高すぎ
る と非特異反応が生じや す く な る との べ て い る ． 本研
究 で は， こ れ らの 点を考慮 して， 綬衝液 に 0．02％ア ジ
化ナ トリ ウム お よ び 0．1％牛血 清 を加 え， 被 検血 清は
1 ニ50 以 上 の希釈漉度 で 使用 して 非特異反応 を防 ぐ
こ とが で きた ．
つ ぎに ， 変性IgG に 対す る 抗工gM 抗体 と い わ れ て
い る R Fに よ る偽陽性反応は ， 間接法 に共通 の解決す
べ き 問題点であり， E L工S Aの み な ら ず螢光抗体法や
R工A に お い て も見 られ て い る． これ へ の対策 と して，
全被検血清2 21ある い は H CM V－IgM 抗体陽性検体 の
R F川 を簡易 の リ ュ ウ マ チ国子 検査法 で チ ェ ッ ク す る
方法が あ る． Krishn aら231は， 全血清 をプ ロ チ ェ イ ン A
あ るい は グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド で 重合処理 した ガ ン マ
グロ ブリ ン くpolym e riz ed ga m m aglobulin， P G Gl で
吸収 し R Fを除去 して い る ． しか し， 全血 清の 吸収操作
を行うの で は， E LISA の 簡便性 の特徴が薄れ て しまう
た め， Schmitz ら は H C M V－IgM 抗体陽性検体の み を
選 んで R F吸収操作 を行い ， 再検査再確認 を行 っ て い
る． 今回 は， 妊婦症例全部の R F を R A H A法 で チ ェ ッ
ク し， 全例の 陰性 を確認 して の 結果 で ある ．
判定基準 に つ い て ， 井上 細 は ， 固相抗原 を使 っ た場合
の判定基準 に 次の 三 つ の 方法 を検討 して い る． り ウ
イ ル ス 抗原固定穴の 吸光度 を対照抗原固定穴の 吸光度
で割っ た商が 1．5句 2．0 以 上 あ れば抗体陽性 と す る ．
iil ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴の 吸光度の差 が ある
値以 上 を陽性と す る． iiり ウイ ル ス抗原穴 に い れ た陰
性血清 の吸光度の平均値 と標準偏差 を求 め， くく平均
値汁く3 X標準偏差け の 値 を抗体陽性 の 基 準値 とす
る
．
こ の や り方で は， 対照抗原穴 を省略す る． 以 上 の
う ち， 井上 は， iil が 最も 良い 方法 と し， その 理 由と
して次の ごとく 述べ てい る ． バ ッ ク グラ ウン ド値が あ
る RI A の場合に は， 商 を と る意味も ある が ， E LIS A で
は分母が 0 に な る場合が 出て く る の で il は実際的 で
ない ． 比 色計で 測定す るの は透過率くTうで ， 吸光度くAl
は－logl OT と して変換さ れ る． A の 相対誤差 は， A が大
き くな るか また は 0 に近 づ く ほ ど増大す る くA が 0．3
付近の と き誤差が最も小さ い1． また ， iiうの 対照抗原
穴を欠く方法も免疫 グ ロ ブ リ ン の 非特異的吸着 とい う
問題が残さ れて い る． そ こ で ， 本研究で はiり に 従い ，
E u S A値 は， ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴 の 吸光度の
差 か ら， そ の 陽性基 準を 設定 した ■ 図 2の E u SA－IgM
憶測定 に 示 し たよ う に ， 階段希釈 に よる 陽性終末点で
表わ さ れ た工gM 抗体価が様々 の い ず れ の 血清でも，陽
性終末点で の 吸光度差 くE LIS A値1．は 一 定の 範囲内に
集 ま っ た ． す な わ ち， 平均値く又川 ．187， 棲準偏差くSDJ
O．038 を得た ． 以上 よ り， 本研究で は陽性限 界の 基準を
E L工S A値0．3 以 上は お よ そ， 又＋3S Dlと し， E u S A．
工gG 抗体の 判定基準も こ れ に 準 じた．
次 に ， 特異性の 検討 は， 薦精密度勾配超遠心法によ
る 血清中の 工gG 吸収法く図41 をおこ な っ た ． 分画血
清に よ る分析 では ，E LIS A－IgG， E LIS A．IgM 抗体の活
性は各々 ， 7 S，19 S分画に ピ ー ク を示 し， これ らは同
時 に 血 清IgG，IgM 濃度値 の ピ ー ク に 一 致 した． C F活
性 は， IgG 分画 に 主な ピ ー ク が み ら れ たが ， Sch mitz
ら
1鋸の 成績同様， 工gM 分画 に も 括性が分布してい た．
次 に ， 同 じ H C M V単核症患者よ り経時的 に得た血清
の プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よる影響 をみ た． その 結果，
E LIS A一工gG 抗体価 は陰性化 し， E LIS A．IgM 抗体価
は， 処理 後 2 句 4倍程低く な っ た が ， 処理 前とほぼ平
行 し た抗体価 を示 し た． こ れ は， プ ロ チ ェ イ ン A が
IgG と と もに 工gM を も 20％位吸収 す る こ と による
25I
と 思わ れ る． した が っ て ， 被検血清中に IgM が微量し
か な い 場合 に は， プ ロ チ ェ イ ン．A 処 理 に よ っ て1gM
も 吸収さ れ て偽陰性を生 じる お そ れが あ る． こ のため
Krishn aら2封は， R Fに よ る 非特 異 反 応 を除外するた
め に 血 清 を プ ロ チ ェ イ ン A 処 理 す る よ り は， PGGで
吸 収 し た方が よ い と の べ て い る ． 本研究で は， 使用妊
婦全血清の R F陰性が確認 され た の で ， R F除去の た
め の プ ロ チ ェ イ ン A 前処理 な ど を行 な わ ずに 測定し
て 得 ら れ た成績 を示 して あ る．
E LIS Aの 感度の 問題 と して ， C F法 と E LIS A－IgG
法と の 比 較 で は， ELISA－IgG 抗体陰性検体は すべ て
C F抗体 も陰性で あ っ た が ， C F抗体陰性検体の 5．3％
に E LIS A－IgG抗 体陽性 が認 め ら れ た． C F抗体価と
E LIS A－IgG 抗体価と の 間 に 強い 相関 を認 める 報告ほ
多 い が2212 3I 吋， 相関の な い 報告も あ る121． 今回の 検討で
は， 両者間の 相関 は認め ら れ なか っ た ． E LIS A－IgG抗
体価 が C F抗体価 と相関 しな い こ と に 対 し て南幌
皿
は， E LISA 検出抗体 と C F検出抗体で は ， 抗原 へ の結
合 様式 お よ び 感染後 の消長 が異 な る か ， ま た は，
H C M V株間の 抗原性 の 差異 に よ る の で あろう とのぺ
て い る
．
そ の 他 に C F括性が 工gM 分画に も存在する場
合 に は， E LIS A－IgG 抗体価 と相関 しな く なる可能性も
生 じる ． 他 方， E LIS A－IgM 抗体価 と螢光抗体間接泣
くI工Fうに よ るIgM 抗体価 との 間に は， 良い 相関が得ら
れ て い る2 脚 ． 図 7に み られ る よう に ， HC M V単核症
E L王S Aに よ る サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定
患者の E LIS A一工gM 抗 体価 とII Fに よ るIgM 抗体価
は， ほぼ平行して 推移 した － しか し， 工1 トIgM 抗体は，
妊娠10過以 降検出不能 に な っ た の に 対 し， E LISA－
1gM 抗体は 妊娠25遇 まで検出 で き， 抗体価 は E LIS A－
1gM 法が 約20倍高く得 られ た． 今 回 の成績 で は，
ELIS A－IgG法 は CF 法 よ り， ま た E LIS A－IgM 法 は
肝 一工gM 法よ り良 い 感度が得 られ た．
さら に， E L工S A を検査室 レ ベ ル で 周 い る場合， 大量
の検体の 階段希釈 に よ る検討が省略で きれ ば， か なり
の時間的節約が可能と な る． そ こ で， Eu S A一工gM 法の
2倍階段希釈に よる 抗体価と 1 こ 100血 点希釈血 清で
の E LISA 値の 間の 相関 を調 べ た． そ の 結果図5 に み
られるよう に ， 両者間 に ， 回帰直線 二Y 二 0．6013 X－
0．7627， 相関係数 こr ニ O j 45くpく0．0い と い う 高い 相
関が得られ た． し たが っ て， 1二 100一 点希釈血清で 測
定された．E LISA 値で お お よ その 抗体価 が推 量 で き る
と考え ら れ た． そ れ で 今 回 の 臨床的検討 に お け る
E LIS A債の 判定は， す べ て 1 こ 100山 点希釈血 清に お
ける値を用 い た．
工I
． 臨床的 応用 お よ び症例検 索 に つ L l て
上記の E LIS Aの 基 礎的検討 に 基 づ き ， 妊 娠 中の
H C M Vの 再活性化 の 動 き を 把 える の に E LIS A－IgM
抗体測定が その指標 に なる か 否か を検討 した ．
妊婦の 95％以 上 が H C M V抗体 を保有 し て い る 本
邦で は， HCM V初感染 は稀で ， H C M Vに よ る胎児感
熱ま従来あま り問題 に さ れ な か っ た ． しか し， 近年の
研究で は， H C M V先天 性感染 は母体の 抗体保有の 有
無に関係な く， 0．2一 － 2．2％り の 高頻 度 に お こ っ て い
るとされ て い る
．
これ ら の 事実か ら考 える と， 妊 婦の
初感染によ り胎児感染， 先天 性感染の 生 ず る場 合よ り
もむしろ， 潜伏持続感染 BC M Vの 再活性化に 起因す
る先天 性感染 の 場合 が 多 い と 思 わ れ る6j． か か る
H C M V先天感染児の 大部 分 は無症 候性 に 経過 し， 症




は， 症候性児の 長期予後 を観察 し， 小 頭症 ， 知能低下 ，
脳性麻痺， 難聴， 視力障害な どの 後遺症 を高率に 認 め
てい る
． さ らに ， 新生児乳児期 に は 無症 候の 児を数年
間追跡した Ha n sha w らの 報告2 9，で は， 学童期 で の 軽
度の 知能障害， 情緒障害， 聴力障害を対照群よ り高率
に認めて い る ． 彼ら は， こ の よう な sile nt c o nge nital
Cytom egaloviru sinfe ctio nが 先天 性の 中枢神経系障
害の 大き な原因に な る と主 張 し， H C M Vの 先天 性感
染はに わか に注目 され る に い た っ た ．
妊娠時の 児へ の 感染経路 は， 緩胎盤感染の 他 に 経母
乳およ び産道感染 が 考え られ ， な か で も産 道感染に よ
る頻度が最も高い 30ト 般 に， 妊娠 末期の 子宮頸 管よ り
の H C M V分離率 は高 く ， 1 2へ 27．8％ に お よ ん で い
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る封3 り3 2l． こ の 間題 に つ き， Reynolds ら3 31は， H C M V
非排泄妊婦 か ら生れ た児の 新生児期尿の ウイ ル ス 分離
率は 4 ％に す ぎな い が ， 妊娠末期な い し産裾期に ウイ
ル ス が 分離さ れ た妊婦か らの 児で は， さ ら に 高い 57％
に ウイ ル ス 尿 を認め て い る
． また ， Num a z aki ら31は，
生後 9 ケ月 ま で に 60％の健常児 に ウイ ル ス 尿 が み ら
れ， 1才 まで に は 81％が H C M V抗体をも つ との べ，
出生児の 約 60％は産道感染 をう ける と推定 して い る ．
この よ う な高率に 周産期 日C M V感染が お こ る に は，
妊娠中の 初感染 に よる と い う よ り は， 潜伏持続感染 し
てい る H C M Vの 高頻度の 再括性化が予 想され る
．
しか し， 妊娠中の H C M V再活性化とIgM 抗体 に 関
する報告は ほ と ん どな い ． Sch mitz ら瑚 の螢光抗体法
を用 い た 成績 で は， 妊娠中 H C M V－1gM 抗体陰性 の 母
親か ら生 れ た児 の 1 ．9％ く1ノ54J に臍帯 血 で H C M V．
IgM 抗体が 検出さ れ た． こ れ に 対 し， HCM V一工gM 抗
体陽性 の 母親 か ら 生 れ た 児 で は， 29％ く5ハ71 に
H C M V．IgM 抗体が検出され た． こ の 成蹟 は， H C M V－
IgM 抗体の 測定 が H C M Vの 再活性化の指標 に な り
う る こ と を 示 唆 す る． ま た， 腎 移植患者 に お け る
Cap pel らの 報告2 2Iで は， H C M V抗体陽性 12例中4 例
に， 移植後， HC M V－1gG抗体価が変化 しない の に も拘
ら ず， E LIS Aに よ る H C M V－IgM 抗 体 の 出 現 と
H C M V尿 を認 め て い る． す な わ ち， E LIS Aに よ る
H C M V－IgM 抗体は， 初感染の み な らず再活性化 に お
い て も検出さ れ， しか も免疫抑制状態 に ある腎移植患
者 で は， 長期 に わ た っ て IgM 抗体の 検出と H C M V尿
が 知られ て い る ． 同様の こと は， 妊娠 とい う 一 種 の免
疫寛容状態で も お こ りう ると 考えら れる が， 今ま で の
報告で は， 妊 娠 中の H C M V－IgM 抗体陽性率は 一 般 に
低い とさ れ て い る ．
し か しな が ら， Schmitz ら叫 の 螢光抗体間接法 を用
い た 成績 で は， 非妊 婦の HC M V－IgM 抗体陽性率 は
2．2％に 対し， 妊 婦で は 6．7％で 全体 に 低い 傾向に あ る
が， 妊 婦の 陽性率は非妊婦に 比 し約 3倍高 い ． 著者の
E u S Aに よ る H C M V－IgM 抗 体陽性率 は， 非 妊 婦
29．0％に 対 し て 妊 婦 で は 45．1％と 約1．5倍 の 高 率
くpく0．りで あ り， 今ま で の 螢光抗体法に よる報告 に 比
べ 予 想以上 に 高 い 値が 得られ た ． しか し， 周産期 に お
ける 出生 児 へ の H C M V 産道感染の 高頻度 の 事実， お
よ び免疫抑制状態で の 工gM 抗体消退 ま で の 長さ な ど
とい う上 述の こ と を考慮 す ると， こ の 値 は単 に 螢光抗
体法 と い う 検査 法の 差異 に よ る結果の み で は ない と考
えら れ る
． 再活性化 の 頻度 に つ い て の 結論を出す に は，
今後 さ ら に 症例 を 重 ね な く て は な ら な い が ， こ の
E LIS A－IgM 抗体の 高い 陽性率は ， 先 に 述 べ た新生児
よ りの H C M V分離率や産道感染頻度 に近 い 値で ある
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こ と は注目 す べ き で ある ． 従来 ， B C M Vの 再活性化あ
る い は再感染は， C F抗体価 の 4 倍 以上 の 有意 の 上 昇
をも っ て把握さ れ て い た． 今回 ， CF抗体価の 動き と
E LI S A－IgM 抗体の 変化の 関係 を検討 し得 た症例 は，
い ずれ も E LIS A－IgG 抗体陽性 であ っ た が， C F4借上
昇例 17例中， E LIS A－IgM 抗体 が 陽転 した の は 2例の
み で あ っ た ． 一 方， E LIS A－IgM 抗体 が妊娠中に 陽転 し
たの は 31例あ っ たが ， こ れ らに 対 し， C F抗体価が 4
倍以上 上昇 した も の はな く， 2借上 昇例が 9例 あ っ た
が有意の 上 昇 で は なか っ た ． この こ と か ら， 4倍程度
の C F抗体価の変化で は ， H C M Vの 再感染， 再活性化
を把握す る指標 に な らな い と考 え られ る．
E LIS A は， 螢光抗体法 に む し ろ ま さ る 有用 な 方法
で， 一 点希釈血清測定 に よ り大量 の 検体処理 も 可能と
な り， 妊娠中の H C M V再活性化 と それ に続 く 周産期
感染 に対す る ス ク リ ー ニ ン グに 十分利用 で き る こ と が
本研究で証明さ れた ． 一 方 ， 高感度 で ある た め に 生 じ
る非特異反応の除去， な か で も R Fに よ る非特異反応
を根本的 に 解決す る必要 が の こ さ れ て い る． 最近，
Schmitz ら3 51は， 抗工gM 抗体 を固相化 し， 被検血清，
酵素標識 ウイ ル ス 抗原， 基質 を順次反応さ せ る E L A
くenzym e－labelled antige再－IgM 法を報告 して い る．
一
方 ， Yolken ら抽 は， 同 じく抗IgM 抗体 を圃相化 し，
被検血音乱 ウイ ル ス 抗原， 酵素標識 ウイ ル ス 特異抗胤
基質 を加 え るサ ン ドイ ッ チ法を用 い てい る． こ れ らの 方
法は， い ずれ もIgM 抗体 を閻相化 し， 工gG の 結合 する
場を なく す る こ と に よ っ て， R Fの 影響 を ほ と ん ど除
去で き ると し てい る． 著者ら も ， 風疹特異王gM 抗体の
検出に マ ウ ス の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗IgM 抗体 を固有化
した サ ン ド イ ッ チ 法 を用 い R Fの 除去 に 成功 し て い
る ． こ の よ う な改良を加 える こ と に よ っ て 非特異的因
子 の影響 を除外 でき れ ば， E LIS A は特異性， 高感度，
安全性に 加 え， 安価で 大量の 検体処理 が 可能 と い う点
で螢光抗体法や R工A を しの ぐ検査 法 に な る と思 わ れ
る
．
さ ら に 操 作が 簡便 であ る と い う 利点 か ら も，
H C M V の みな らず多く の感染症 の 診断法 と し て検査
室 レ ベ ル に 広く 普及 しう る と期待さ れ る．
H C M V抗 体保有 率 の 高 い 本 邦 で の 妊 娠 中 の
EC MV 初感染率と抗体陽転率 そ れ ぞ れ を千葉 ら3
71
は， 0．77％ く7ノ9081 と 12．7％ く7ノ55H 広田 ら
3引は，
0．27％く4ノ1，45射 と 4．9％く4ノ81っと し， 著者 は， 0．9％
く2ノ226う と 9．1％ く2ノ22フ と初感染率 は 一 般 に い ずれ
も低い 値 を観察 して い るが ， 抗体陰性妊婦の 陽転率は
高い ． 一 方， HC MV 抗体陰性妊婦 に お け る胎内感染率
を新生児の H C M V尿 を指標 に し てみ る と， 千葉 ら3 71，
0％くO1551， Ster nら3 91，0．48％く5J
Il，040l， Gold ら頼 ，
0．27％く813，001と な り， Stagn oら61の 抗体陽性妊婦
本
か ら の 胎内感染率 3．37％く7ノ208フと比 較 して い ずれも
よ り低 い 値 で あ っ た ． しか し， 初感染妊 婦で の 胎内感
染 で は， 抗体 陽性妊婦に 比 べ ， 症候性児の 出現頻度が
は る か に 高 く2刀 ， こ の こ と は妊娠中の HC M V初感染
の 重 要性 を物語る も の で あ る ． 古典的 E C M V症で あ
る 巨細胞封入体症 くcyto megalic in clu sio n disease，
CI Dlは， 全 H C M V感染児の 約 10％に み られるが， 著
者例で は幸 い に も C工D は否定さ れ た． しか し B CM V
単核症妊婦よ り生 れ た児 は， 生 下時の 臍帯血1gM 定量
お よ び H C M V尿 は陰性で あ っ た が， 産道感染が成立
し， 生 後 8 ケ月 で ウ イ ル ス 尿 と ELIS Aで H C MV．
工gM 抗体 が 証明 さ れ た． こ れ ら の 例 に お い て も，
Ha n sha w ら291の 主 張 す る sile nt c o nge nital cyto－
m egalo viru sinfe ctio nに よ る先天 性中枢神経系障害
の 出現 に は注意を は ら い 経過を み まも る必 要が ある．
最後 に ， 輸血後 あ る い は 臓器移植後 の H C M V感染
症 を例外と すれ ば ， ほ とん どの H C M V感染は不顕性
経過 をと る た め， 妊娠 中の H C M V自然初感染と思わ
れ る例 に 遭遇 し， その 経過の 観察で き た例は他に報告
を み な い ． 母児の 予 後 を含 め その 経過 を詳細に 研究し
え た本研究 は， そ の 点， 極 め て貴重 な経験例で あると
思 わ れ る
．
結 論
酵素標識免疫抗体法 で あ る E LI S A間接法 による
H C M V特異IgM 抗体検出 の 基 礎的 至適条件を検討
し， そ の 方法 を用 い て の 測定 に よ り， 妊 娠中の B C M ヤ
潜伏持続感染の 再活性化 に つ い て 臨床的検討を行っ
た ．
1 ． H C M V感染細胞 の 細胞質 に 誘導さ れ てくる
Fc レ セ プ タ ー に よ る非特異 反 応 を防 ぐた め， H C M V
抗原は核抗原 を調整 し て用 い ， 好結果 を得た．
2 ． 標識酵素は ， 反応の 安定性の 面よ りアル カリホ




一 次抗体 は 2矧敬 二 次抗体 は 3時間， 基質は正
確 に 45 分間それ ぞ れ 反応 させ た．
3 ． ア ッ セ イ は マ イ ク ロ プ レ
ー ト を用 い ， H Cれ．11r
，
抗原穴と 対照抗原穴の 吸 光度の 差を E LIS A値とし，
E LIS A値 0．3以 上 を陽性 と設定し た．
4 ． 薦糖密度勾配超遠心法に よ る 分画血清， およぴ
プ ロ テ ェ イ ン A で工gG を 吸収処理 した血 清を用 いた
成績か ら， E LIS A－IgG， E LIS AuIgM 各抗体の 特異性が
証明さ れ た． C F活性 は， 工gM 分画 に も
一 部認められ
た．
5 ． 2倍 階段希釈に よ る抗体価くX ニlogl Oく抗体酢
と 1 ニ100一 点希釈血清で の E LI S A傾くY lの 間には，
回 帰直線こ Y ニ 0 ，613 X－ 0，7627 の 直線的関係が縛
ら
E LIS Aに よ るサ イ ト メ ガ ロ ウイ ル ス 抗体測 定
れ， E LIS A値 に よ っ て お お よ そ の 抗体価 を推 量 で き
た． したが っ て ， 臨床的検討で は， 1 こ100一 点希釈血
清による E LISA 値 を用 い て陰， 陽性の 判定を行 っ た ．
6 ． 今回の 研究で は， R F は R A H A法 に よ っ て 陰性
を確認し たが， RF 陽性検体 は その 吸収処理 が 必 要で
あり， 大量の 検体処理 をお こ なう場合 に は， さ ら に R F
を除外で き る シ ス テム に 改良す る必 要が あ る．
7 ． E LIS A－IgG 抗体陰性検体 は， す べ て C F抗体 も
陰性で あ っ たが， C F抗体陰性検体中5．3％ に E LIS A．
IgG抗体陽性がみ られ た． CF抗体価と E LIS A－IgG 抗
体価の 間に は， 相関は み られ なか っ た ．
8 ． H C M V抗体保有率 は， C F抗体， E LIS A－IgG 抗
体陽性率で み る と， 非妊婦， 妊婦 と も に ほ ぼ 同率で
90％前後で あ っ た ． し か し， E LIS A．IgM 抗体陽性率
は， 妊婦が 45■1％と非妊 婦の 約 1．5倍高値 くpく0，1J
を示したが有意差 は なか っ た ． こ の 値 は従来の 報告よ
りか なり高い 率で ある が ， 周産期の 高 H C M V感染率
を考慮すると， 妊 娠 中の E C M V再活性化の 頻度と し
ては起りうる値と考 えら れ た
．
9 ． C F抗体価の 変化と E LIS A－IgM 抗体価 の 変化
との間に は， 相関が認 め られ ず， CF 抗体価 の 変化で は
H C M Vの 再活 性化 を 把握 す る こ と は 困難と 思わ れ
ナ，
ln． 妊娠 中に H C M V単核症 を示 した 患 者よ り の 出
生児は， 3歳時点で は無症候 で あ るが ， H C M V持続感
染状態に あると考 えら れ， 将来に わ た っ て 中枢神経系
障害に つ い て の 長期観察が 必 要と思 わ れ る
．
以上 の 成績 よ り， E LISA に よ る H C M V．工gM 抗体
測定法は， 特異性， 高感度， 安全性に 加 え， 大量 の 検
体処理が可能で あ り， R F な どの 非特異反応 を解決 す
ること によ っ て ， 螢光抗体法や RI Aを し の ぐ方法 に な
ると期待さ れる． 加え て ， E LIS A－IgM 抗体測定が ， 妊
娠中の H C M V再活性化と それ に 続く 児 の 周産 期感染
の ス クリ ー ニ ン グの 一 方法と な りう る と思 わ れ る．
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A bstract
In o rde rto e x a min ethe prob le m s of hu m a n cyto m egalo vir u sくH C M VJinfe ctio nin pregn a nt
W O m en， the ap plic ability of e n zym e
－1inked im m u n o so rbe nt a ss ayくE LI S AJ u singthe micr oplate
m ethod w a sin v e stigated－ T he a ss ay syste m c o n sisted ofte sted s e r a， H C M Vn u cle a r a ntige n
ne wly prepa r ed fr o m H C M V－infe cted c ells， a nd a nti
－hu m a nim m unoglobulin GくIgGJo rMくIgMl
go ats eru mlabelled withalkalin epho sphatas e a ndpho sphata s e s ubstr ate．
Atfirst
，
the optim al a ss ay c o nditio n s su ch a s c alc ulatio n s of ELIS Avalu e s o rtite rsin on e
POint仁singleJ as s ay syste m using l二1 0 0 diluted s er a， r e a Ctio n te mper atu r e a nd tim e， CO nCe ntr a－
tio n s of H C M Va ntige n a nd e n zym e－1abelled anti－IgG o r －IgM s e r a w e r ed te r min ed． Se c o ndly，
the im m un ologic al spe cific ty of HCM V－IgG or －IgM a ntibody in the pr es e nt E L ISA as s ay w a s
C Onfir m ed by the s e r u m s a mple streated with protein A o rfraction ated by s u c r o s egr adie nt
ultra ce ntrifugation ． No n－ SPe Cific r e a ctio n sby rhe u m atoidfactor くR円 w e r e e x cluded by prio r
ex amin atio n ofs er abythe R F he m agglutin atio nte st．
A fterthe s efu nda m e ntalexa min atio n s， S e rials e r a of 2 2 6pr egn a nt w o m e n a nd 3 8co ntroIs er a
Ofno n－Pr egn a nt W O m e mくtota1 7 2 5sa mplesJ w ere tested by o u r single a ss ay syste m in c o mpa ト
iso n with c o mple m e nt nx ation くC FJ te st o rim m u n oflu o resc en c eく工Flte st of t he sa m e s e r a．
Am o ngthe se s e r a， 5．3％ of 7 5 C F－n egativ e spe cim e n s sho w ed to be positivein E LI S A－IgG a nti－
body． In c o ntra st
，
n O Se r aSho w rl tO be n egativ ein E LISA－IgG a ntibody didgiv e a ny positiv e
titerin C F test，indic ating highe rsen sitiv ty of E L IS A tha n t at by C F te st． In ad ditio n， 45．1％
652 朝 本
of 2 2 6pregn ant w o m e n
l
s se r a， a S C O mPar ed wit h 2 9－0％ of n o n
－
Pr egn ant W O m e n
，
s se ra ， Clea rly
sho w ed positiv etiter sin E LIS A
－IgM antibody． T he s eu n e xpectedly hig
h in cide n c e s of E LIS A．
H C M V－IgM a ntibody in pr egn a nt w O m
e n Se e m ed to e xplain a nin cr ea sed frequ e n cy of H C M V
re activatio nin pr egnan cy fr o mdo rm a nt H C M V
inftction u su a11y obse rv ed in adult hu m a n．
In the c o u rs e of the s e e xpe rim ents， a ninte r e sti
ng c a s e wit h H C MV mo n o n u cle o sisin early
pregna n cy w as observ ed － IgM a nt
ibody to H C M Vr e a ched t he hig
he st v alu ein the 6t hw e ekof
pr egn a n cy ． The a ntibody w a sp
o sitiv ein follo w －uP Se r a u ntilthe 2 5th w e ek ofpr egn a n cyby
E LIS A
，
Whe re a sitco uld be n olo nge rdete cted in t he l Ot hw
e ek byindir e ct I F test． No m a cr o－
sc opic abnorm alities w e r e o
bse rv ed in the baby deliv e red by this patie nt． H
o w e v e r
，
fu rther
follo w－uP Obse rv atio n s o npossiblelate ro c c u rr e n c e of dis
o rde rsin c e ntr aln e rv o u s syste m maybe
r equir ed at lea st u ntilchildr e n
，
s age ．
From the abo v e r esults， the E LIS A te chniqu e s e mp
loyed he re sho uld be u ndo ub tedly em
．
pha siz ed as on e of ro utine diagn o stic pr ocedu res in m a ss
e x a min atio n sof HCM V infe rctio n
in pregna nt W O m e n．
